Introduction
P��������� �������m� ��m���� � ���ll���� �� �l��������. T�� �����m���l ��m�l�x��� ��d l��� d�������� ��v� l�d �� � d����-��������l� l�w �������b�l��� ���� �f �����d 10-20%, �������ll� �� �������� d������ ������. M����v��, �v�� �f �� �� �����bl� �� ������ ��� ��m�� w��� �l��� m�����, ���l� ���������� ��d metastasis are frequently observed. The overall 5 year survival ����� ��� �������d �� b�l�w 5% (1) . N� �dj�v��� �����m���� ��v� ���w� ������� �� �m���v��� ���v�v�l ����l ��w. Cl�����ll� ���m����������� �� ��� �f ��� m�j�� ������ f�� ���m������-������ �����m��� f��l��� �� ���������� �d����������m� ��������. S���d��d ���m������������ ������ ��l� ��v� m������l �ff��� �� ������� ���v�v�l. A����������� �� ��������� f�� �������f�l ��m�� ���w�� (2, 3) , ��d ����b����� �f VEGF ���������� ��� m��� v�l�d���d �������������� �������� d�����b�d ���� f�� (4, 5 (6, 7) . T�� ����������� �f ���������� �d����������m� ��� b��� ���������d w��� d�����l����� �f ��v���l �����l��� m�l���l��. O�� �f ��� ��������l ����������� ������� �����v��� �����d���bl� ������ ��������� �� ����v����� �f �-S��, � ���-�������� ������� �������� ������. �-S�� ����l��� d�v���� b��l�����l ��������� b� ����������� w��� m�l���l� �����l��� ��d ���������l m�l���l��. Ov���x�������� �f �-S�� ������ �� m��� ��l�d ��m���, �f��� �� l���� ������ �f d������, ��d ��� b� ���d����v� �f ���� ���������. RNA �����f������ (RNA�) ��� �m����d �� � ��w��f�l ���l �� ��d��� l���-�f-f������� ���������� b� ����-��������������l ��l������ �f ���� �x�������� (8, 9) . A� �������, �� w�� �������-f�ll� ���d �� ��� �������� �f ���� f������� ��d ��� �����l����� �f ����� ��d d�w������m m�l���l� f��m �����l �����m������ �����m, ��d �� m���� ���v�d� � ��w �������� f�� ��m�� �������. Pl��m�d v������ ��v� ���v�d�d � ���� �dv����m��� �� ����-��l��� ��d ���m �� �ff�� ��� m���� �� �����v� ��l���v�l� ���� l�v�l� �f ���� �����f�� in vitro ��d in vivo. I� ���� ���d�, w� ���d ��� �l��m�d v����� �����m �� d�l�v�� � ������ll� d������d �m�ll ������� RNA f�� ��m�� �-S�� ���� ���� ���������� �������m� ��ll l��� P���-1 �� �b���v� ��� ���� ������� �ff���� �� ���l�f������� ��d ������������.
Materials and methods
siRNA, cells, reagents and mice. W� d������d ����� d��bl�-�����d ��RNA �l������l����d� ��������� �-S�� ���� b� ��� ��f�w��� �� l��� WMG ��d Q�����, b���d �� ��� ��bl����d sequence of c-Src (GenBank, BC011566). One pair of nega��v� ������l ��RNA (��RNA-N) w�� d������d, �f w���� ��� sequences were without obvious homology to human gene sequences (Tables I and II) . At the 3'-end, it was labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC) for transfection rate evaluation. All the siRNA sequences were finally blasted to avoid silencing other unrelated genes. They were all synthesized by S������� G���P���m� C�., L�d. (C����).
T�� P���-1 ��ll l��� w�� �b�����d f��m S������� ��ll ���������� �f C������ A��d�m� �f S������ (C����). T�� cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Sigma, St. Louis, MO) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), at 37˚C in a humidified atmosphere ���������� 5% CO 2 . T�� ��l����� w��� �������d 2 �� 3 ��m�� w���l� �� m������� l��-����� ���w��.
TRIzol reagent and MMLV were purchased from Gibco-BRL (Carlsbad, CA). TaqDNA polymerase, dNTPs, and DNA m����� w��� �b�����d f��m T����� (S�������, C����). M����l���l m���� ����-��m�� �-S��, VEGF ��d CD34 w��� purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). 3-(4,5-dimethylthiazol-2-thiazolyl)-2,5 -diphenyltetrazolium bromide (MTT) was purchased from Sigma. BALB/c ��d� m��� w��� �b�����d f��m S������� Ex����m����l A��m�l C����� (S�������, C����) ��d m��������d �����d��� �� ��� A��m�l R������� C�mm����� ���d�l���� �� S�����w University (Suzhou, China).
siRNA transfection. Tw����-f��� ����� b�f��� �����f������, ��ll� w��� d�l���d �� f���� m�d�� w������ ����b������ ��d transferred to 6-well plates. Panc-1 cells grown to a confluence of 50-60% were transfected with 50-200 nmol/l (final �������������) �f ��RNA ��� w�ll ����� L���f����m��� 2000 ��d O���-MEM (I�v�������, K��l�����, G��m���) m�d�� according to the manufacturer's recommendations. After transfection for 6 h, flow cytometry was used to detect the transfection efficiency and fluorescence microscope was used to observe the cells which released fluorescence. 
Real
F, forward; R, reverse. Detecting VEGF levels in culture supernatants by ELISA. C�ll� w��� ���d�d �� ��w ��ll ��l���� b���l��, ��d �f��� 72 � ��l���� ������������ w��� ��ll����d ��d ��ll �������� w�� ���f��m�d. T�� �x�������� �f VEGF �� ��ll����d ������������ w�� �����d b� ��m�� VEGF ELISA ��� (R&D C�.) �����d��� �� ��� ���db���. VEGF �������������/��ll �������� w�� ��� VEGF �x�������� l�v�l. VEGF �x�������� l�v�l �� ��m�l�� �f ������l ����� w�� �����d���d �� 1, ��d ��� �x�������� �f VEGF �� ����� ����� w��� ��l��l���d b� ��m������ �� ��� ������l. D��l����� w�ll� w��� ���, ��d ��� w��l� �x����m��� w�� �������d �w���.
Xenotransplantation of carcinoma cells.
A ����l �f 15 BALB/ �-�� m���, 5-w���� �ld ��d 20-24 � �� w����� w��� b��d �� �� specified-pathogens free (SPF) condition and kept at a constant humidity and temperature (25-28˚C). The mice were divided ���� ����� ������ ���d�ml� (�=5). E��� ����� ��d��w��� ��b��������� ��j������ �f 200 µl ��ll ���������� �f ���RNA-�-S�� �����, ���RNA-N �����, ��d ��� ������l ����� ��ll� �� ��� ��f���x�ll��� ������, ��������v�l�. T�� ��ll d������ �f �v��� ����� w�� 2.5x10 7 . The size of tumors was measured twice � w��� w��� ��l�����, ��d ��� v�l�m� w�� d����m���d ����� the simplified formula of a rotational ellipsoid (LxW 2 x0.5). T�m��� w��� ���v����d f��m m��� 5 w���� �f��� �����m���.
Immunohistochemistry. T�m�� �����m��� w��� f�x�d �� formalin overnight and embedded in paraffin. Series sections �f 4 µm ����� w��� �������d f�� �mm��������l�����l ��������. Tissue sections were quenched for endogenous peroxidase with f����l� �������d 3% H 2 O 2 with 0.1% sodium azide and then �l���d �� �� ������� ������v�l ��l����� f�� 15 m��. Af��� ����b�-���� �� ��� ������ bl���, ���m��� ����b�d��� ���� �� ����-�-S��, ����-VEGF ��d ����-CD34 w��� ���l��d �� ��� �������� f�� 1 � �� ���m ��m��������, f�ll�w�d b� ����b����� w��� ��� �����d ����b�d� ��d Ex��Av�d��-���j�����d �������d��� ����x�d���. T�� �mm��� �������� w�� �������������d w��� ��m���x�l��, d���d����d ��d m�����d. S������� w��� ���� �v�l����d f�� ��� presence of brown diaminobenzidine precipitates indicative of positive reactivity by microscopy. Ten visual fields (x200 magnification) were counted for a section. The brown staining �� �� �����d ��� ���l��� w�� ���d �� ������v� ������v��� f�� �-S�� ��d VEGF. CD34 w�� ���d �� ��� b��m����� �f ��� ��d�-���l��l ��ll �f ��� ��w bl��d m����v����l. O�� l�m�� �f bl��d v����l� w�� �������d �� ��� ��w bl��d ����ll���. M����v����l d������ w�� ��l��l���d b� ��� �v����� �f m����v����l ����� �� every visual field of the section.
Statistical analysis. E��� �x����m��� w�� ���f��m�d �� l���� ����� ��m�� ��d f���d �� b� �����d���bl�. D��� ��� ���w� �� mean ± SD and the statistical significance of differences between ��� ������ w�� d����m���d b� ���l���� ���-w�� ���l���� �f variance (ANOVA), followed by Fisher's least significant difference. A P-value <0.05 was considered statistically significant. T���� ���l���� w��� ���f��m�d ����� SPSS 13.0 ��f�w���. w�� ���f��m�d �� d����m��� ��� mRNA l�v�l� �f �-S�� �f��� �����f������. Af��� �����m��� w��� 50 �m�l/l �f ��RNA f�� 48 �, ��� ��l���v� �-S�� mRNA l�v�l� �� P���-1 ��ll� �f d�ff����� ����� ��RNA-1, ��RNA-2, ��RNA-3 ��d ��RNA-N w��� 13.9, 38.3, 47.0% (��m����d w��� ��� ������l, * P<0.05) ��d 96.2% respectively (Fig. 3 ). There were no significant differences b��w��� ��RNA-N (������v� ������l) ����� ��d ��� ������l ����� (P>0.05). ��RNA-1 w��� ��� m��� �ff����v� d�w�����-lating sequences, the inhibition efficiency was 86.1%.
Results

Efficienty
Sequencing result and transfection efficienty of the plasmids.
The result of sequencing for the recombinant vector psiRNAc-Src confirmed that the target sequences were constructed �� ��� �l��m�d �������l� (F��. 4). W� ���d � �l��m�d v����� �����m �� �x����� ��RNA� d������d ������� �-S��. I� �dd�����, GFP w�� �����������d �� � �������� ����. Af��� �����f��-���� w��� ��� �l��m�d� ��d ��l������ w��� G418 f�� 4 w���� subsequently, we obtained G418-resistant cells. Then the �����f����d m����l��� ��ll� w��� ������ ��d �x���d�d. T��� were examined by fluorescence microscopy ( Fig. 5A-C) and FCM (F��. 5D-F), � ���� ���������� (>90%) �f �����f������� �x������d GFP, ��d������� � ���� ��d ���bl� �����f������ �f ��� �l��m�d v����� �����m. (Fig. 9 ). There were no significant d�ff������� b��w��� ��� ���RNA-N ����� ��d ��� ������l �����. 
Discussion
P��������� �d����������m� ��� ��� �f ��� ������� m����l��� ����� �� ��m�� m�l���������, ���������� f�� m��� ���� 20% �f ���������������l ������ d����� (10, 11) . T�� l����l��� �f ������-���� ������ �� ������� b��� ��d�������d b� ��� 5-���� ���v�v�l ����, w���� ����d� �� l��� ���� 4% (10) . T�� ���� m����l��� ���������d w��� ���������� ������ �� �����b���d �� ��� ������l ��������v�����. A� ��� ��m� �f d��������, ��� d������ ��� �f��� ���������d �� �� �dv����d ����� �� w���� �������l ��������� �� �f��� ��� � v��bl� ������ ��d �� w���� ��m��� ��� ����l� ��������� �� ���v�������l ���m�������� ��d ��d������ �����-m���� (12, 13) . T�� ���������� �f ���������� �d����������m� �� ���v�������l �����m��� ���������� ��� l�d �� � ������ f�� ��v�l targeted therapies that may be useful in fighting this disease. For the low efficiency of traditional diagnosis and treatment on pancreatic cancer (1, 14) , gene therapy has been emphasized ������l� f�� b����� ��������� (15) . I� ���� ���d�, w� ����� �l��m�d �GPU6/GFP/N�� v����� b������ �� ��� � ���m���� ���������� ����, w��� w���� ���bl� �����f����d ��ll� ��� b� ��l����d b� G418, ��d �� ��� �x����� ��RNA l���-���m. O�� results showed that high gene transduction efficiency (>90%) w�� �����v�d �f��� ��ll� w��� ��l����d b� G418 ��d ������v� m����l���� w��� ������.
R����� ���d��� ��v� ���w� ���� �-S��, w���� �� � 60 �D� ���-�������� �������� ������ ���d��� �f ��� �-S�� �����-�������� ��d � v���l m�mb�� �f ��� S�� �������� ������ f�m�l�, �x��b��� �l�v���d ������� l�v�l� ��d ����v��� �� ��m����� ����� of human cancers (16) (17) (18) . Specifically, Src activity was found �� b� �l�v���d �� b�����, ����������, �v�����, ����������l, l���, gastric, colon and head and neck cancers (18) (19) (20) (21) (22) . The frequency w��� w���� �l�v���d �x�������� ��d/�� ����v��� �f S�� ������ �� ������l��l ������� ������l� �������� ��� �m�l������� �� f���l������� m�l������ �����������. C-S�� ����v��� ��� b��� f���d �� b� � �������l ��m������ �f m�l���l� �����l��� ����w��� ���� ����l��� ���l�f�������, ���v�v�l, m��������� ��d ������������ (16, (23) (24) (25) .
T�� ���-�������� �-S�� f�m�l� �f �������� ������� ��� b��� ���w� �� b� �v���x������d ��d ������l���d �� b��� ��m�� ���������� �������m� ������ ��d ��m�� ���������� ��m�� ��ll l���� (26) . C-S�� �x�������� ��d ������ ����v��� �� ���������� ������ ��ll l���� w��� d�����l� �����l���d w��� ��m����b��� ���m����������� (27) . T�� �b�v� �v�d���� ����l�����d ��� ��������l �f �-S�� �� � ������ f�� ���������� �������m�. I� ��� ������� ���d�, �f��� �������f�l �����f������ b� �l��m�d m�d�-���d �-S�� RNA �����f������, ��� mRNA ��d ������� l�v�l �f �-S�� ���� w��� v�����ll� ������d d�w�. RNA �����f������ �� � ������������������l ���� ��l������ m�������m ���� ��� b� ��������d b� d��bl������d�d RNA (d�RNA) ��m�l����� �� sequence to the target gene (8, 9) . Decreased expression of c-Src �� ��m�� ���������� �������m� ��ll l��� ��d �� x������f��d ��m��� ������b���d �� �b���v� ��� �ff��� �f ���m��������v��� �� ��m����b���, ������������ ��d ���w��.
O�� ���d� in vitro f���d ���� ����b����� �f �-S�� �x����-���� �ff����d ��ll v��b�l���. I� �dd�����, w� �b���v� ���� d�w�����l����� �f �-S�� �x�������� ��d ������ ����v��� �ff���� ���������� �d����������m� P���-1 ��ll� ���m��������v��� �� ��m����b��� ��d �������� ��m����b���-��d���d ������x�����, w���� �� ���������� w��� ��� ������ �f D�xb��� et al (27) .
T�m�� ���w�� ��l��� �� ������������, ��� f��m����� �f ��w blood vessels to receive an adequate supply of oxygen and ��������� (2, 3) . A����������� �� ���������� �������m� �� b���d �� ��� ��m� f��d�m����l �������l�� �f ����v�����, ���l�f�������, ��d m�������� �f ��d����l��l ��ll�. S������d ���������� f������, ���� �� VEGF, ����v��� ������� ��d����l��l ��ll� �� �dj����� bl��d v����l� (28, 29) . VEGF �� �m������� �� ��� ���w�� �f m��� ��l�d ��m��� ���f������ ���v�v�l �dv������ b� ��d����� v����l�� f��m�����. Ov���x�������� �f ���������� �����, ���� �� VEGF, ��� b��� ���w� �� b� ���������d w��� �������d ��m����������� ��d ��m�� m��������� ��������l (4, 28) . I� ELISA ����� in vitro ��d ���m�l ���d� in vivo, w� f���d ���� �l��m�d-b���d RNA� �f �-S�� d�������d ��� VEGF �x�������� l�v�l. Add������ll�, CD34 �� � ��ll���f��� m����� �f ���������� ��ll� and is frequently used as a new vessel marker and an indicator �f m����v����l d������ �� ������� (30, 31) . Imm����������� assays revealed CD34 in tumors was significantly decreased �f��� ���RNA-�-S�� �����f������, w���� w�� ���������� w��� ��� d�w�����l����� �f VEGF, ���� d�w������m �f �-S��. A� ���w� �� ��� �x����m��� �f x������f��d ��m��� �� m���, d�w�-����l����� �f ������������ ��l���d f������ (CD34 ��d VEGF) m�� l��d �� ��� ����������� �f ������ ���w��, ����l���� �� reduced tumor size.
In conclusion, our findings have shown that c-Src plays � �����f����� ��l� �� ���������� �������m� ���l�f�������, ���m����������� ��d ������������. T��� ���d� ���w�d ���� plasmid-based c-Src specific siRNA inhibits pancreatic adeno�������m� ���l�f�������, ������������, ��d �������� ���������� adenocarcinoma gemcitabine chemosensitivity. Our findings ������� ��� ������ ���� �-S�� �� � ���m����� ������ f�� ��� �����-m��� �f ���������� �������m�.
